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Description 

La presente Invention concerns un nouveau compost polypeptide thioie provenant d'un fragment de 
la toxtne tetanlque. son procede d'obtsntlon et ess applications. 

En ce qui concerns la toxine tetanlque ells-mims ou son anatoxins on a d6ja propose de les utitlser 
notamment pour Tobtention do vaccins et de n&actlfa de dosage. Pour Mustrer cet etat de la technique on 
5 citere les documents ci-aprfes : 

— le csrtrffcat d'addition FR 74.16.93$ publii soue.le N°2£70,891, qui conceme un precede pour 
I'obtention de vaccins par traitemorrt d'un produit toxiquo avec du giutarald6hydo. Ce procedd consists & 
effectuer le traitement au glutaraldehyde; Ce procsde consists a effectuer Is traitement au glutarafdehyde 
en r^allsant a la fols une polymerisation d'un nombre limits ds molecules du produit toxique et una 

10 detoxification dudtt produit Dans le precede Is produit toxique mis en ceuvre peut etre la toxine 
tetanlque, 

— la dsmande de brevet FR-A-2.36e.569 ceme un precede immunochimique de dosage d'hapt&nes. 
qui consists a utiliser une particuie senslblllsee par un anticorps. prtpanfe en senslbllteant tie fines 
part leu les par i'anticorps de I'haptene a doser et un conjugue ha ptfcne -support Le support de ce 

75 conjugue haptene-support est utilise comme rtectif dans le procede immunochlmlqueet egalement-pour 
immunisation d'un animal on vue de I'obtention de I'anticorps correspondent {voir page 4, lignes-20 a 
32). Le toxoTde du tetanos est done utilise comme support de I'haptene dans Korganlsme de Panimal en 
vue de I'obtention de I'anticorps. Ce pendant risn n'indlque dans cette demands de brevet qu'une 
fraction partfcuuere de la toxine tetanlque peut etre utilises comma agent de transport axonal de 

20 medicament 

— is brevet GB 2.013.690 concerns un antigens pour le test precoce de grossesse. Cet antigens est 
obtenu a partir de la sous-unite beta de la gonadotrophs chorfonlqus humaine.par reduction et^iivage 
de 3, 4, 5 ou 6 portts dlsuifures intrachaine de Jadlte sous-unite beta, alkyiation des groupes disutfures 
alnsi reduhs. Cet antlgene peut etre ensutte couple awe une proteins ou un haptens pour augmenter sd 

25 speclflcite immunologique. Le toxoTde du tetanos est cite h titre de proteins appropriee, 

— le brevet GB 1.492.445 conceme une composition contenant un conjugue constrtue d'un support 
immunogeniquement compatible et d'un derive de la sous-unite beta de la gonadotropins -chorionique 
humaine. Le toxoids du tetanos est utilise comme support 

— la demands de brevet DE-OS 1.617.880 conceme un procsde pour obtenir des substances bio- 
30 actives organotropes, en partlculier des medicaments. Ce procsde consists a fairs unxonjugue d'une 

substance blologiquement active avec des substances organotropes r€ceptives obtenues a partir de 
membranes ceilulaires ou d'antieorps. 

A titre ds substances organotropes, sont citess notamment les toxines. 

Par aiileurs, on a propose d'utiliser des proteinss thiolses £ titre ds v6hicuies pour les medicaments. 

35 A est effet on peut citer le brevet US 3.171 £31 qui concerns Is thlolatlon de proteines par reaction avec la 
thiolactono d'homocysteins en presence d'uns amine tertialre. Les proteinss thiotees alnsi obtenues, par 
example la gelatine, peuvent etre utiltseas a titre de v6hicu!as pour les medicaments. Selon I'exempte 18 
de ce .brevet US 3.171331, (a gelatine alnsi traltes est utilises pour encapsulsr les produtts pharmaceutic 
quss ssnslbtes ft I'envlronnement aclde de restomac. Le produft pharmaceutique n'estdont pas -couple 

40 sur la proteins thlolee mate enrobe par celie-cl. 

D'autre part on a decrit dans la demande de brevet •FR-A-2,334.954 un reectff pour la <ietermin«tion 
immunologique enzymatlque. Ce react rf est constrtue d'un antlgene et d'une enzyme couples par 
rintermedialre d'un ester de I'aclde maieimidobonzolque et du rvhydroxy-succinlmide. 

On salt qua la toxine tetanlque est transportse de fagon retrograde vers le systems neryeuxxentrai et 

45 le systems nerveux peripherique. A cet effet on peut ss r6f6rer a i'artlcle de BJZZ1NI et al. Intitule : - An 
antigenic polypeptide fragment isolated from tetanus toxin : chemical characterization, binding to 
gangliosldes and retrograde axonal transport In various neuron systems », paru dans le « Journal of 
Neurochemfetry*; 1977, vol 28; pp. 529-542, alnsi qu'a toutes-.las references bibliographtques citees 
dans cet article. 

so Difterentes etudes ont montre que la toxine tetanlque pouvalt etre d6gradee ou sclnd£e<en plusleurs 
fractions ou sous-unites. Par exemple, COHEN et al. [The Journal of Immunology vol. 104, n°6 Juin 1970] 
ont montrd que la congeiatiorv-decongeiallon de flltrat brut de culture de Clostridium tetanl entrains la 
degradation de la molecule de la toxine tetanlque ; la toxine tetanlque degrades resultants jest 
pratiquement depourvue de toxicite et presents un pouvolr flocylant plus faiWe-que la toxine tetanlque. 

55 BEZINl et RAYNAUD ont egaJement etudie les sous-unites Arl, Aril, A-ill, et B-l, B-ll et B-lll de la toxine 
tetanlque [CR. Acad. Sc. Paris 1 279, 1974 eerie 0, pp. 1809-1811 et Annates tie I'instltut Pasteur Paris 
126. 159-176 (1975)]. Le brevet FR 74.36.622 (publication Z249.679) decrit un produit atoxique 
immunogene obtenu a partir de la toxine tetanlque. Ce produit atoxique est obtenu par traitement de la 
toxine tetanlque avec une proteinase. 

SO MORRIS st al. dans The Journal of Biological Chemistry vol. 255 n° 13 July 10, 1980 pp.~6071-6076 
decrfvent I'lnteraction des fragments Bet C de la toxine tetanlque avec .les membranes neuronals -et 
thyrofdes et avec les gangliosldes. II est notamment Indique dans cet article que le fragments, obtenu par 
digestion papaTnique a 55 °C. est trartsporte defa$on retrograde de la mdme fa$on*que la toxine 
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tetanique Imacte alors que le fragment B rte s^ccumule pas de fagon semblable dans le premier segment 
distal mals semble etre absorbe ou incorpore selon un schema dlffus (voir page 6075 colonne de gauche). 

Les caractertstlques physlco-chimlques des dWerenta sous-prodults de la toxine tetanique sont 
donnees dans la page 230 de I'articte Intitule • Tetanus Toxin » de BI2ZINI dans Microbiological Reviews 

$ June 1979 p. 224-240. en particulier celles du fragment C et du fragment IIC. qui est obtenu par digestton 
papatnlque a une temperature ou il n'y a pas formation du fragment C. BIZ2NI et al. ont egalement teofc. a 
partir de la toxine brute congelee. un fragment polypeptldlque de la toxlna, qui est Identlque du point de 
vue Immunologlque, aux fragments A-ll et B-ll cites cWessus. mals en drffere par ea tellle et satoxlcrtd 
(voir a cet ertet Journal of Neurochemistry, 1977, vol. 28, pp. 529*42). Ce fragment, denomme B-li 6 , est 

10 capable de se fixer sur les gangllosides et sur les membranes synaptlques avec une affinltd qui *st meme 
superieure a cells de la toxine tetanique. 

Dans la demande de brevet FR-A-2.470.773 on a decrtt un nouveau compose polypeptldlque thiols 
provenant de la toxine tetanique, son precede d'obtention et ses applications. Ce compose polypeptidl- 
que thlole est constltue par le fragment Bit* de la toxine tetanique sur lequel est f bee au molns un groupe - 

1$ SH • ce compose presente sensibiement les memes proprtetes de transport retrograde axonal et de 
fixation sur les recepteura de la toxine tetanique que le fragment Bll* lukneme. Ce compose 
polypeptidique thlole convlent comme agent de transport neuropharmacologlque pour vehlculer vers to 
systeme nerveux central des agents pharmacologiques ou chimlotherapeutiques. Ce compose polypepU- 
dlque convlent aussl comme marqueur de cellules neuronales. Les proprletesde ce -compose 

20 polypeptldlque thlole sont egalement decritea dans Brain Research 193 (1980) 221-227. 

On a malntenant trouve un nouveau compose polypeptidlque thlole provenant d un autre fragment 
de la toxine tetanique. qui peut Stre egalement utilise comme agent de transport neuropharmacologlque 
pour vehiculer vera le systeme nerveux central des agents pharmacologiques ou chimlotherap^o^ 
La presente Invention conceme done un nouveau impose polypeptidlque thlole. son ootentlon et 

25 ses applications. . 

La compose polypeptidlque thlole selon Tinventlori est constltue par le fragment II, de tetoxlne 
tetanique sur lequel est fixe au molns un groupe -€H et presente sensibiement les memes proprittSs de 
transport retrograde axonal et de fixation sur les recepteura de la toxine tetanique que le fragment U e lul- 

^"Le fragment Bll b de la toxine tetanique est obtenu a partir dun fittrat conge 16 de culture -^de 
Clostridium tetanl (souctie Harvard n"6037 de la-Coltectton Natlonale de Culture de Mteroorgai^rnesde 
rinstltut Pasteur) par ultrafiltration pour elimlner les substances eyant un polds molecutalre inteneur a 
10000, fractJonnement a I'alde de sulfate d'emmonium et filtration sur gel. . 

Un certain nombre de fragments semblables au fragment Bll„ peuverrt etre obtenus par *gestlon ft 
I'alde de papaine. de la toxine tetanique ermere ou de sa chafne lourdejfregment beta). A cet effet on peut 

88 ^BtainT/^eTi^iaud.'M., €tude Immunologlque et blologtque de sous-unites de la toxine 
tetanique. C. a Acad. Scl. (Paris), 279. Serle D-(1974) 1809-1812. 

— Bizzlnl. B., Symposium International eur les venlns et lea toxlnes. 4^ mars 1977. Bombay (inde) . 
40 resume publte dans Toxicon (1978), volume 15. p. 141. 

- Bizzlnl. B.. Tetanus toxin. Microbiol, flev.. 43 (1979) 224-240. 

Le fragment .11, est obtenu par digestion de la toxine tetanique purifiee eJaWe de papaine 
Insolubilisee sur un gel. le - Sepharese«4B - active avec du bromure de cyanogene selon Jei mode 
operatolre dftcrtt dans leCompte Rendu de rAcademle des Sciences cite precedemment (t 279 decemore 
45 1974 ; serle D-1809]. el ce n'est que la digestion a ete effectuee pendant 4 heuras i™*™*- 

On indlquera cl-apres le mode operatolre pour obtenlr le fragment II, utilise oomme xompos* de 
depart pour lobtentlon du compose potypeptldique selon rinvention. On a utilise de ^ toxlnetton^ue 
purifiee provenant d'un fittrat de culture de Clostridium tetanl de S Joure obtenu selon le precede dftcrit 

SO Bizzlnl. 8.. Turpln. A, et Raynaud. M. Production et purification de la toxine tetanique. Ann. Inst. 

P8S U toJrotetanSulfpwrfS ainsl obtenue titralt 31S04* (Umes floculatlonis ou Unite de ftoculatlon) 

par mg de N et 1 ,2.10 s OMM (Dose minima mortelle) par mg de N. .„„ . m 

120 mg de le toxine tetanique purifiee ont ete traltas. pendent 4 heures ft 37 «C dans un bain d aau, 
33 avec 200 unites de papaine Insolubilisee. avec agitation occaslonnelle. 

A la fin de la pftriode de digestion, la papaine a ete Immedlatement ellmlnee oar centnfugatlon 
oendant 6 minutes ft 10000g dans une centrtfugeuse refrigeree ft 4°C. 

" sumageant a ete MM ■ sur une colonne de - Sephadex^Q-lOO - (2.5 x 60cm) equMbtec i awc<lu 
tampon 0.1 M Trie. HCI. pH8. contenam 1 M de NaCI. L'effluent a ete contlnuellement eeMM ft 280 nm 
60 etrecuell II par fraction de 2 ml. Les fractions correspondent eu pte. eyant t un polds mo MouWnMNrtM 
45000. ont ete comblnees. Le volume des fractions combine* a ete redult Jusqu'ft 2 ml avarrtd'etreflme 
sur une colonne (2£ x 80 cm) de«el de polyacrylamlde-ageroae connu sous la denomination commer- 
ciale - Ultrogef»AcA 54 - en utilissnt le meme tampon. Les fractions representent le pic principal ont ite 
comblnees et le volume resultant a ete tedult Jusqu'ft 3 ml par diaiyse contra une solution ft-60 % de 
65 poryethylftneglycol 20.000 (Sigma). 
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La toxine non dig*r*e ou te fragment I* qui peuvant contamlner le fragment H c ont *te adsorbes sur 
una colonne d'efflnit* de ge! « Sepharose » activ* au bromure de cyanogfcne sur tequel a et* coupl* au 
pr*alable, de mani*re covalente. la fraction l B Q d'un s*rum antM^ La fraction non adsorb*e contenue 
dans le fihrat constitue le fragment li^ Ce fragment n'est pas toxique chez la souris £ la dose de 1 mg-en 
5 une fob. 

La colonne d'affinlte a *te pr*par*e selon le mode op*ratoire chapres. La fraction LO a *t* Isolde par 
precipitation de I'antiserum anti-fragment I*. La fraction l,Q antMragment titralt 1500 t, par ml. La 
fraction LG, a 6t* coupl*e t du « Sepharose s 4B - activ* au bromure de cyanog*ne selon le mode 
operatolre d6crtt par Wilchek et al. « A general method for the specific Isolation of peptides containing 
10 modified residues, using Insoluble antibody columns. Biochemistry 10 (1971) 2828-2834 
Le fragment lie pr*sente les proprtet&a physlco-chimlques cKaprfcs : 

— ppids moleculaire d 'environ 46 000 

— II i me rag It avec les gangliosides 

— il est d*pourvu de toxlclt* 

15 — II imeraglt avec les membranes synaptiques Isoldes, de moelle epiniere de rets. 
Les prppri*t6s immunologiques du fragment % sont les sufvantes : 

le fragment lie donna une reaction crois*e avec la toxine t*tanlque et sa chalne lourde {fragment fi) 
Le fragment lie donne une reaction d'ldentlt* avec le fragment 8-l» b ; le fragment IL donne une reaction 
de non identity avec le fragment l te et la chalne tegfere (fragment a). 

20 Les cafact*ristiques principales du fragment 1^ sont r*sumees dans les articles de B. Blzzlni 
(Microbiological Reviews. Juin 1979. p. 224-240 et Toxicon (1978), voL15. p. 141) dans lesquels II est 
indiqu* que les fragments semblables au fragment Bll b peuvent 6tre obtenus par digestion A I'akte de 
papaTne et qu'H est probable que ces fragments contlennent la partie de la chaine lourde que est 
impfiqu*e dans la liaison de la molecule de toxine a ses r*cepteurs dans la cellule nervause. D'autre part 

25 il est indiqu* que les fragments de toxine t&tantque qui possedent encore la capacft* de liaison avec les 
gangliosides devralent *tre transportes de fagon retrograde axonale com me la toxine entfcre. 

On a maintenant trouv* que le fragment lie pouvaft se fixer sur les membranes synaptiques et qu'il 
peut *tre transports de fagon retrograde axonale, vers le systems nerveux central. Le fragment lie thiol*, 
objet de fa pr*sente Invention, est *gatement transport* de fa$on retrograde axonale vera le systdme 

30 nerveux central et II se fixe sur lea membranes synaptiques. Bant donn* que dans ce domains une 
modification chimique quelcortque peut Inhlber les proprt*t*s pharmacologlques d'un fragment II n'*tait 
pas du tout Evident meme en presence des ensetgnements relatifs au compos* BIL, que le ^compos* 
polypeptidique thiol* selon rinventlon pouvatt *gaiement *tre utllis* comme agent de transport 
retrograde axonal d'agents pharmacologlques ou chimioth*rapeutiques ou comme r*acttf de diagnostic, 

35 seul ou associ* & une autre substance. permettant la mise en Evidence, par example, d'un antiacne 
sp*cifique dans to syst*me nerveux central 

La pr*sente Invention concerne done un nouveau compos* polypeptidique thiol* constltu* par to 
fragment It portent au moins un groupe -SH qui convient notamment * tit re d'agent de transport 
neuropharmacologtque et d'agent de marquage sp*cifique des cellules neuronaies. 

40 De fa$on analogue au precede pour Tobtention du compos* polypeptidique thiol* selon le brevet FR. 
Ar2.470.773 to ou les groupes -SH sont flx*s, directement ou indlrectement, sur le fragment il^ €n 
g*n*ral, compte tenu du proc*d* pour son obtention, qui implique une thfolation, la fixation des groupes 
-SH se fera par rinterm*dlaire du r*sidu de regent de thlotatlon. Celul-ci est par ailleurs fix* sur le 
fragment It par rinterm*diaire des groupes -NH 2 dont celui-cl est porteur. 

45 Le compos* polypeptidique thiol* selon la pr*sente invention est obtenu par thtolation du fragment 
lf„ obtenu.par le proe*d* d*crrt cWessus. 

U thtolation du fragment ll^ peut §tre effectu*e par des moyene classlques permettant I'lntroduction 
de groupes -SH.sur une mol*cule comportant des groupes amino, mais, pour les besolns de rinventlon, 
les moyens en cause ne doivent pas d*naturer les propri*t*s de transport axonal et de fixation sur les 

so r*cepteurs sp*clflques de la toxine t*tanique dans le systems nerveux central du fragment IL. 

A tltre d'exemple. on indiquera que la thiolatlon du fragment peut *tre r*alisee avec tos agents de 
thtolation chapr*s : 

— 4-m*tryl-mercaptobu1yTlmidate:HS- (C^) 3 - ^O-O^ 

55 H^Cl' 



[Biochemistry vol. 17 n°8, 1978] 

— 2-iminothtolane [Schramm HJ. et Dflltfer T. (1977) 2. Physiol. Chem. 358. 137-139) 

— N-ac*thylhomocyst*ine thiolactone (AHT) (voir J. Am. Chem. Soc. 1960, 82,565-571) 

(Voir dessln page 6) 
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B^C C- 0 



40 



45 



HjC CH 

kbcoch 3 

— I'anhydride S-ac6tyWmercaptosucdnimique (AMS) (J, Am-Chem. Soc. 1959, 61 3802-3803] 

0 



CHg • CO - S - CH • C 
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Par contre, on indlquera que les precedes connus de thiolation consistent en une etape de 
25 dithiopyridylatlon et en une etape de reduction ne conviennerrt pas aux fins de i'lnventfon. €n effet, les 
proprietes de transport axonal el les proprietes de fixation du fragment 1^ alnsl thiole sont modrfiees au 
coure de l'6tape de reduction. 

Par exemple, la thiolation effectuee par reaction avec le N-8uoclnlmhjyl-3-{2-pyridyldlth!o)-propIonate 
et par reduction du compose dfthlopyridyte obtenu, par exemple, selon le mode operaioire decrtt par 
30 CARLSSON et aJ [Bloch. J. (1978) 173 723-724] n'est pas approprlee aux fins de I'inventlon. 

Pour plus de precision, on indlquera que le compose polypeptidique thiole selon invention 
comports un ou plusieurs groupes -Z-SH, Z etant le residu de I'agent de thiolation* 

Ainsi, si I'on met en ceuvre Tun des agents de thiolation cWessus, — 25H represente ators : 

35 ? H 2* C1 ~ 

-C-(CH 2 ) 3 -SH; -CO-CH-CH 2 -CH 2 -SH; 



KH-~CO-CH 3 



HS-CH-CO-; -C-<CH 2 ) 3 $H 

CH 2 -COOH NR 



La thiolation du fragment II« est realises sur les groupes — NH a de celutel. 
On a trouve que ie compose polypeptidique thiole selon I'inventlon convient comme agent de 
transport neuropharmacologique pour vehiculer vers le systems nerveux central des agents <pharmacok> 
glques ou chlmiotherepeutiques. 
so Pour permettre le transport d'un medicament vers le systeme nerveux central par rintermedlaire de 
I'agent selon I'inventlon, il est necessalre de fixer ou de coupler ce medicament sur ie compose 
polypeptidique thiole, utilise comme agent de transport, sans evidemment modifier la propriety 
pharmacologlque du medicament nl la propria de fixation du fragment !!« sur les recepteurs specifiques 
de le toxins tetanique dans le systeme nerveux central. Par « medicaments » on designs, selon 
55 ('invention, toutes substances ayant des proprietes pharmacotoglques, telles que les agents pharmacolo- 
glques, les agents chimloth6rapeutiques, etc... Les medicaments qui peuvent dtre fixes seton I'inventlon 
sur le compost polypeptidique utilise comme agent de transport neuropharmacologique doivent poseder 
• des groupes NHj. 

A titre d'exemples de medicaments qui peuvent -dtre vehlcules vers te systeme nerveux central au 
GO moyen du composd polypeptidique thiole selon I'inventlon on citera: la phosphatase alcaline, le 
fragment A de Is toxine cholerique, le fragment A de la toxine diphterlque, les dipyrido-lndoles selon le 
brevet FR-A-Z387.229 et, de fecon generate, tout medicament porteur de groupes NH* 

II est connu que la toxine cholerique se fixe sur les gangllosides<3M, de la parol intestinale et que le 
fragment A est responsable de raugmentatlon du tauxd'AMP cyclique {acide adenosine-monophosphori- 
65 que cyclique]. Par contra, dans ie tetanos, on constate une diminution du taux d'AMP cyclique dans le 
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systfcme nerveux central Le conjugu* seion rinvention. constltu* du compos* polypeptidlque thiol* 
coup!* avec le fragment A, peut etre utllis* pour lutter contra le tetanos. 

Lee dipyrfdo-indoles selon le brevet FR-/WL367.229 sont des chimloth*rapeutiques utiles dans le 
traftement des cancers. Dans ce domaine, on salt que les metastases sont dues au fart que tes cellules 
5 cancereuses vlennent se nlcher dans le systeme nerveux central, d'ou elles migrent vers d'autres regions 
du corps, ou elles developpent des tumeurs. Le developpement des metastases pourraK etre evlte ou 
redurt des lore que les moyens pour detruire ces cellules dans le systeme nerveux central parviendront 
jusqu'eu systeme nerveux central. 

Oe la meme maniere, rinventfon peut etre applfquee au traftement des tumeurs cerebrates. 
10 La presents invention concerns done egalement les moyens de couplage du compose polypeptidl- 
que thiol* selon rinvention avec des medicaments. 

Les moyens de couplage du compos* selon I'lnventlon el du medicament * transporter mettent en 
oeuvre au moins un pont disutfure ou au moins une liaison Irreversible soufree. 

La presents invention concerns done egalement les conjugues fragment ^medicament comportant 
15 au moins un pont disutfure ou au moins una liaison irreversible soufree. 

SI est connu de preparer des conjugues protelnlques par formation de liaison disutfure intermolecu- 
lalre. La formation d'une telle liaison dfsulfure fntermol*cu(aire est r*al(see par exempie par reaction 
d'une prot*Ine ayant des groupes thiol avec une prot*lne ayant des groupes dtthiopyridyle. 

Par exempie selon le proc*d* d*crlt par TE PIAO KING et at. (Blochemistiy vol. 17 H 9 8, 1976), on peut 
2D coupler deux protdlnes diff*rentes en f Ixant d'abord sur une des prolines des groupes thiol et sur I'autre 
des groupes 4-drthiopyridyte et en faisant reaglr les deux prolines modifiers resuttantes dans des 
conditions appropriees permettant la formation d'un pont disutfure et r*iimlnatlon de 4-thiopyrldone. Its 
groupes thiol peuvent etre fixes sur Tune des proteines a raide de 4-methylmercapto-butyrimidate et les 
groupes 4-dfthiopyridylB sur lautre proteine par rinterm*diaire de, par exempie, le 3-methyH4'- 
25 dithlopyrldyf) propionimidate. Co proc*d* de couplage permet i'obtentlon d*un conjugu^ proteine* 
proteine dans teque! la fraction entre les deux protdines est sym*tr)que par rapport au pont disutfure. 

Selon CARLSSON et al. (Btoch. J. 1978, 173, 723-724) on peut introduire le groupe thiol sur Tune des 
proteines par reaction de ladtte prot*ine avec le N-succlnlmldyl-3-(2^yridyt-dithio) propionate et 
reduction ulterieure ; selon ce proced* on utilise le meme reacttf, a savolr le N-succinimidyKH2-pyr1dy^ 
30 drthio) propionate, pour introduire des groupes thio et dithiopyridyle sur les proteines. Les conjugues 
resultants possedent egalement une fraction de liaison symetrique par rapport au pont disutfure. 

On 8 Statement utilise le 4wnethy!-mercapto^utyr1mldate pour la formation de dlmeres et d'ollgome* 
res sup6rteurs de prot*lnes du ribosome 30 S ^Escherichia coll {Biochemistry, 12, 3266-3273. 1973). 

Les conjugues alnsl obtenus ont de nombreuses applications, par exempie comme peactifs de 
35 dosages immunotogtquee, 

Le proced* de couplage, selon rinvention du compose polypeptidlque thiol* utilis* comme agent de 
transfert neuropharmacologique avec un medicament par rintermediaire de ponts disutfure consrste : 

1. * Introduire sur le medicament * fixer des groupes dithiopyridyle ; 

Z a faire r*agtr le medicament porteur de groupes dithiopyridyle avec le compos* polypeptidlque 
40 thiol* selon rinvention. 

Le schema r*actionnel de ce precede de couplage peut etre represent* de la facon sutvante iorsque 
regent de dfthiopyridylation mis en oeuvre dans I'etapel est le N-succinimldyl«3r<2-pyr1dyldrthio) 
propionate : 
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Dans ce precede on peut utlliser un autre agent de dlthiopyridylatlon, tei que la d ithtopyrfeJine ou tout 
15 autre agent approprle pour une telle reaction. 

Un autre moyen de couplage du compose polypeptidique utiils6 comma agent de transport 
neuropharmacologlque selon ('invention consist© a crier une liaison Irreversible em re led ft agent et te 
medicament a vehicuier. Ce precede peut etre represents par le schema reactionnel -cKapres : 
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II consists : 

1) efaire reaglr le medicament & fixer avee Tester de m6tamal6lmldobenzoyl-N-hydroxy«succlnlmtde, 

2) a feire reagtr le compose resultant avec le compose polypeptidique selon I'invention. 

Us schemes reactfonnels ct-dessus et ceux qui seront donnes ci-apres sont simplifies et ne tiennent 
pas compte du nombre de groupes SH qui peuvent dtre fixes sur le fragment ll 0 . 

On a deja proposd d'utiliser Tester de m6tamatdimidobenzoyl-N-hydroxysucc!nimide pour former-des 
conjugues enzyme-antlcorps (FEBS Letters, vol.95, n°2. Nov. 1978). Toutefols, les enselgnements de 
Tart anterteur ne permettatent pas de prevoir que ('utilisation de Tester de metamattimidobenzoyl-N- 
hydroxysuccinimide pour le couplage de Tagent de transport neuropharmacologlque selon I'invention 
avec des medicaments ne modifieratt ou n'inhiberait pas les propridtee pharmacotogtques dudtt 
medicament et la propria de fixation du fragment lie sur les r6cepteurs specifiques de la toxine 
tetanlque dans le systeme nerveux central. 

On remarquera que le couplage selon I'invention du medicament avec le -compose" polypeptidique 
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thiol* utilise comme agent de transport neuropharmacologique est realise selon des techniques conruies 
classiques de couplage proteine-proteine. Toutefols, II taut noter que toutes les techniques de coupiage 
prot6lne-prot6ine * la port*e de I'homme de Part ne conviennent pas aux fins de I'invention. En effet, 
seules tea techniques de couplage permettant de reallser une liaison disulfure ou una liaison irreversible 

5 soufree sont appropriees. En particular, on indiquera que ia technique de couplage la plus classlque, qui 
met en ceuvre !e glutaraldehyde, ne convient pas aux fins de i'invention car to fragment lie trait* par le 
glutaraldehyde perd ses propri6t6s de transport axonal et de fixation sur les recepteure de la toxine 
tetanlque dans le systfeme nerveux central. Alnsl, le fragment lie, sur tequel on auralt fix* des groupes 
carbonyle, avec le glutaraldehyde par example, ne convient pas aux fins de I'invention. 

10 Une autre application du compos* polypeptidique thiol* selon i'invention est le marquage des 
cellules neuronales. Alnsl, le compos* de I'invention peut 6tre utills* comme marqueur specffique des 
cellules neuronales. II peut aussl convenlr pour la preparation de reactifs Immunologkjues. On peut 
pr*parer par example un reactlf enzymatique k partfr du compos* polypeptidique thiol* selon I'invention 
et de la phosphatase alcaline. On a constat* que le conjugu* r*suftant possedait * la fols le pouvoir de 

15 fixation du fragment lie et I'actlvtt* enzymatique de ia phosphatase. Le compos* selon I'invention 
convient aussl comme traceur retrograde transsynaptlque. Le compos* polypeptidique selon I'invention 
est *gaiement approprt* pour preparer un r*actif de diagnostic par coupiage avec une molecule 
marqueur, par example un enticorps marqu* radioactfvement 

L'invention va etre maintenant d*crite plus 6n detail par les exemples illustratifs de preparation du 

20 compos* polypeptidique thiol* de i'invention et de couplage de ceiul-ci, avec des medicaments. Dans 
tous ces exemples on a utliis* le fragment ll c tel que d*flnl cWessus. 

Exempts 1 

25 Thiolatlon du fragment lie * I'elde de 2-lmlnothiolane. 

La thiolatlon du fragment It,, a et* realises selon ie mode operatoire d*crtt par Schramm et al. {Z. 
Physiol. Chem. 1977, 358. 137-139]. 

Le fragment lie (1,5 mg) en solution dans du glycerol 650% (0,2 ml) a *t* thiol* par I'imtnothiolane 
30 (23 mg) en solution dans 750 pi de tampon tri*thanolamine HC1 0,2 M, pH 8,5-9,0. Le melange 
reactionnel a et* malntenu * la temperature ambiante pendant deux heures. L*exc6s de r*actlf a et* 
eilmln* par filtration sur une colonne • Sephadex* G-25 ». Le produit polypeptidique thioie ainsl obtenu 
contenalt 2.7 groupes — SH. 

35 Exempte2 

Thiolatlon du fragment lie * 1'efde de N-ec*tyJhomocyst*ine thiolactone. 

On a realls* la thiolatlon du fragment il e selon le mode operatoire d*crit par SINGER et al. {J. Am. 
40 Chem. Soc. 1960, 8Z 557-571]. 

A 4 mg du fragment lie en solution dans 0J2 ml d'eau on a ejout* le tampon K^COj/NaHGOs pH 10,7 
(0.2 ml). On a fait passer un courant d'azote pour chasser fair. On a ajout* 0.2 ml d*une solution de N- 
ac*ty1homocyst*ine-thlolactone * 80 mg/1, On a malntenu le melange reactionnel pendant 2 heures * 4 °C 
sous azote. La reaction a *t* ensuKe arretee par filtration sur Sephadex* G«25. Le produit obtenu 
45 contenalt 4 groupes — SH. 

Exemple 3 

Preparation d*un conjugu6 compose polypeptidique thlote/fragment A de la toxine diphterique. 

SO 

On a utilis* 5 mg du fragment A de la toxine diphterique dans 1,5 ml de tampon phosphate 0,1 M 
contenant NaCI OA M (pH 7,5). On a ajout* 312ng de N-succlnlmidyi-3-(2-pyridyl-dithio)propionate 
(Pharmacia) dlssous dans 25 \l\ d'ethanol * 99,5% (Merck). Apres reaction pendant 30 minutes dans un 
bain-marie * 23 °C, la toxine dithiopyrtdy!*e est separee.de l*exc*s de r*actlf par filtration sur du 
55 Sephadex* Q-25 equillbr* avec le memo tampon. 

Per ce precede, on a introduft 1,7 groupement £-pyrtdyldisuffure par molecule de fragment A. 
Le fragment ll e a 6t* thiol* par reaction avec du 4-methyi-mercaptobutyrimidate selon ia technique 
decrite par TE PIAO KING et al. (Biochemistry, vol. 17, n° 8, 1978). On e fait reagir 5,37 mg de l^ dlssous 
dans 1,5 ml de tampon borate 0,025 M pH 9,0 avec 3 mg de regent de thiolatlon dlssous dans 100 pJ de 
60 methanol * 0 °C pendant 30 minutes. L'excfes de r*actif a *t* eilmln* par filtration sur du Sephadex® G-2S 
equliibre en tampon phosphate 0,1 M pH 7,0 contenant 1 mM EDTA-Na2. le fragment tl e thioie contenalt 
2,5 groupes SH par molecule. . 

' La conjugu* a *t* obtenu par melange de 119 nanomoles de fragment A dKhlopyridyt* avec 90,9 
nanomoies de % thioie. On e sulvi la reaction d'6change * 343 nm/On a f litre sur S*pherose* 68 equliibre 
6S avec du tampon Tris 0,05 M NaCI 0,6 M pH 8,0. 
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Le conjugue obtenu conserve ie pouvolr de fixation du fragment ll c et la reactlvtte immunologlquedu 
fragment A et du fragment (l^ 

Les figures 1 A et 18 lllustrent ta synthese du conjugue ll c -polypept!de-*Elles constituent le resurtat de 
deux experiences d'immunodrffusion en gel. 
5 La photo se trouvant a gauche de la figure 1 A morrtre la reaction immunologlque specif Iqueentre le 
fragment TT (toxlne tetanlque) et ie serum antrteianique mis dans le putts central. II n'y a aucune reaction 
avec ie fragment A de la toxlne diphterique. Le fragment A de la toxlne diphterique, dont la structure 
arrtigenique est dffferente de la toxlne tetanlque, ne donrte aucune ligne de precipitation lorsqu'il est mis 
au contact du serum antltetanlque. 
to Sur la figure 1 A, le compose [A-SS-ilJ, c'est-a-dlre le l! e -thlole. ayant ete couple au fragment A de la 
toxine diphterique, reagit avec le serum antitetanique (SAT) par ses determinants antlgentques 
tetanlques. 

Sur la figure 1B, le compose [A-SS-llj reagit avec le serum antldlphterique tSAD) par les 
determinants antigeniques portes par le fragment A de la toxlne diphterique. 
15 Ainsi, les photos des figures 1 A et 1B montrent qu'll y a eu synthese du conjugue A-SS-llc et que les 
deux composants, a savoir le fragment A et le fragment II* ont conserve leurg proprietes antigeniques 
apres couplage. 

Sxempte 4 

20 

Essais pharmacologlques. 

Dans ces essais on 8 marque a node 1S le fragment lie, le compost potypeptidique thlole selon 
r invention, ainsi que la toxlne tetanlque et les autres fragments utilises k thre de comparalson tels que le 
25 fragment Bit* Ce marquege k I'iode 125 8 etd effectue selon la methode de GREENWOOD et al. {The 
preparation of 13S l-labelied human growth hormone of high specific radioactivity. Btochem. <1S63) 
114-1271. 

La radloactrvite speclflque du fragment II* marque avec m l utilise dans les experiences de transport 
retrograde etah de 4 p€i par **g de protelne. -Le fragment lie utilise dans I'essal de liaison aux 
30 membranes synaptiques avart une radioactivity speclflque de 1,2 pC! par *ig de proteins. La radtoectrvite 
spectfique de ta toxine tetanlque etatt de 2J5 pCI par jog de protelne. 

A) Liaison du fragment tie aux membranes synaptiques brutes. 

55 Les membranes synaptiques brutes ont ete pre parses a partir de la moelle epiniere de rats mates 
Sprague Dawtey, pesant 150-200 g. Selon ta methode de Young et Snyder, Strychnine binding associated 
with glycine receptors of the central nervous system. Proa, Nat. Acad. ScA U.S.A., 70 (1973) 2832*2836. *La 
concentration de protelnes de la suspension de membranes a ete ajustee k 143 mg par ml. La suspension 
a ete stockee en parties aliquotes de 1 ml a - 25 °C. Les essais ont et£ realises selon la methode de Young 

40 et Snyder citee ckJessus. Les fragments lie, £11* ou la toxine, ont ete mis a reaglr avec des parties 
aliquotes de 0,1 mg de membranes synaptiques brutes pendant 15 minutes a 21 °C dans 1 ml de tampon 
0,05 M phosphate Na/K, pH 7,4, contenant 0,01 % de « Triton 9 X-1O0 ». La reaction a ete termlnee par 
centrlfugation pendant 10 minutes a 48 000 x g et 4 °C. Le flulde sumageant a ete decante et le sediment 
a ete lave 3 tots avec 5 ml de tampon 0,05 M phosphate Na/K, pH 7,4, contenant 0,01 % de « Triton 9 X-100 » 

45 et 0,1 % de serum albumine bovine. On a alors mesure la radioactivity du sumageant, des eauxde lavage 
et du sediment Ohaqueessal a ete repete trots fob. Les essais ont ete aussl realises en presence des 
fragments lie ou Bll b non marques ou de la toxlne non marquee. Dans ce cas une quanttte fixee de 
protelne marquee a ete Incubee avec des quantltes crolssantes de protelnes non marquees. 

II a ete vSrtfie que la liaison du fragment ll e marque avec ia l augmente lineairement avec la 

so concentration en membranes. 

Le deplacement du fragment Y25 Ml e fixe sur les membranes synaptiques tsofees par le fragment lie 
non marque ou la toxlne tetanlque marquee et le deplacement de ta toxlne tetanique non marquee k I'iode 
125. par les fragments lie ou Bll b non marques ont ete mesures. Les resultats obtenus sont representee 
sur les figures 2a et 2b sur tesqueltes est indlquee en ordonnees la liaison speclflque du fragment 125 Mto 

55 (figure 2A) exprfmee en cpm x (coups par minute) ou de la toxine tetanlque marquee avec 125 l 
(figure 2B) et en abscisses la concentration motaire (M) en fragments lie, 8-ll b ou en toxine tetanique. 

Les deplacements semi-maximaux ont ete calcules a partir des courbes des figures 2A et 2B et sont 
rassembles dans le tableau I. 

Les resultats du tableau I montrent que le deplacement semi-maximal du fragment 125 WI C lie a -des 

€0 membranes synaptiques a environ la memo valeur qu'll sort obtenu par le fragment llg non marque ou la 
toxine tetanique entiere. Les resultats du tableau I montrent egalement que le fragment l! c non marque 
est aussl efflcace dans le deplacement de la toxine tetanique marquee a I'iode m l que la toxine non 
marquee dans le deplacement du fragment 12S MI^ 

Au contralre le fragment Bll b est deux fols plus etftoace que le fragment lie dans le ddptacement deHa 

65 toxine tetanique marquee a I'iode 125 llee aux membranes synaptiques. 
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La transformation do Hill du deplacement du fragment ta5 Wl c lie aux membranes synaptlques 
tsoiees par ie fragment Itc non marque, expHmd en 

% B max , , 

10910 < n **L d /^Oto 

100% -% B max 



de ta concentration du fragment lie non marque donne une court© Iin6aire (figure 3) avec une pente de 
10 1,68 qui peut etre interpr6t6e comme ind [quant une cooperative positive selon Cornlsh-Bowden et al.. 

Diagnostic uses of the Hill (Loglt end Nernst) plots. J. MoL Biol. 95 (1975) 201-21& 

On a realise les memes essais que cWessus avec le fragment lie thlole selon I'invention obtenu selon 

Texempie 1 ct-dessus. Lee r£sultats obtenus egalement consign6s dans le tableau I montrent que la 

thlolatlon du fragment l^ selon I'invention ne modrfle pas essentlellement les proprietes de liaison du 
15 fragment ll c sur les membranes synaptlques. 

B) Transport retrograde axonat. 

Protocol d'essai. 

20 

Pour tous les essais, on a utilise des rats Sprague-Oawley femelles d'un poids de 250 g. Les rats ont 
ete malntenus k la temperature constante de 23 °C et nourris avec ie regime habitue! {Nafage, Oossau] et 
de i'eau. 

Deux rats albinos ont regu une Injection du fragment et de peroxydase de raifort (HRP k 30%). 
25 A titre de temoins deux autres rats ont regu una injection du fragment 8-M1 pi correspondant * une 
concentration de 0,7 tig de proteins par pi). 

Aprfes mise k nu du muscle, les substances ont ete injectdes par un systdme d'injection regie 
thermiquement k I'aide d'une pipette en verre (50-100 \un de diam6tre exterieur) ; le temps d'injection a 
6t6 d'envlron 40 minutes. 

30 Le volume total Injects etait de 2,5 uJ, sort 1,5jU de solution de fragment lie k 3 i&g de proline -par uJ 
et 1 pJ de solution HRP. 

Les rats ont ete sacdfi^s 24 he u res aprfes rinjection. Une perfusion irrtracardlaque a et6 effectuee 
sous anesthesia generate avec tout d'abord 0,5 ml de « Uquemlne » (Roche) et 0.5 mi de nitrite de sodium 
(0,01 g/ml) puis ensulte avec 200 ml d'un expanseur du plasma (« MACRODEX® ») pendant 5 minutes, puis 

35 avec 600 ml de paraformaldehyde k 1 % et de glutaraldihyde k ZJ5 % darts un tampon phosphate 0,1 M 
pendant 30 minutes, et finalement avec une solution de saccharose & 10 % dans un tampon phosphate 
0.1 M pendant 20 minutes. Pour plus de detail sur ce mode operatotre, on pourra se reporter k ('article de 
MESULAM [J. Htetochem. Cytochem 28, (ig78) 108-117). 

Le ceryeau a 6t6 pr6lev6 lmm§dlatement aprfcscette perfusion et malntenu pendant 46 he u res dans 

40 urte dilution de saccharose k 30 % avant decoupage. Des sections congel6es <6palsseur 30 ton) ont ete 
preievees k partlr de rextr6mit6 caudale du- noyau abducteur et jusqu'6 I*extr6mit6 rostrate du noyau 
oculomoteur entler. Chaque section trait6e avec la peroxydase de raifort a ete coloree selon la m6thode 
TMB selon MESULAM et recotoree avec du rouge neutre, alors que les autres sections ont ete 
autoradiographiees. Ces dernitres sections ont ete montees et trempees dans une emulsion liquids NTB 2 

.45 k 45 °C dilue au 1/2 avec de Peau dlstiliee. Les sections ont 6t6 exposees pendant 4 semaines k 4 °C dans 
le noir et developpees avec le reveiateur « KODAK DEKTOL& » k 18 °C pendant 90 secondes, lavees, puis 
flxees avec du thiosulfate de sodium k 30%, levees pendant 2 heures, puis cotorees avec du violet de 
cresyle et couvartes. Toutes les sections ont ete examinees au microscope {gross Issemertt 250) et la 
localisation des cellules marquees a ete determines par mfcrophotographle. 

so Comme le fragment Bit, le fragment lie est transporte de fagon retrograde axonale^ar II se forme un 
marquage positrf dans le noyau oculomoteur des deux anfmaux testes apres Injection de HRP at du 
fragment lie, comme le mOntrent des photographies du complex© oculomoteur avec un marqueur 
radioactrf prises dans la region consid6r6e. 

La princlpate difference entre le HRP et la fragment lie reside dans le fait que la localisation -des 

55 granules HRP est (imitee au pericarya et aux dendrites des neurones oculomoteurs, tandis que des grains 
d'argent representant le fragment ,s l-ll c sont egalement sttu6s dans les espaces pericellulaires. 

Par rapport au fragment B ll e et ees conJugu6s t le fragment assemble itre localise plus strictement 
dans les corps cellulalres des neurones moteurs marques que dans les espaces extracellulaires. Bien 
qu'une acth/ite totale superleure alt 6te injectee dans les deux cas avec to fragment II, on a note un 

60 marquage molns intensff du noyau oculomoteur par rapport au fragment B II* 

Le fait que le transport retrograde axonal est directemerrt He a la capaclte des fragments k se fixer sur 
leurs recepteurs membranalres. Indique clalrement que le fragment \\ e thioie ayant conserve ses 
proptietes de fixation (tableau 0 est egalement transporte par voie retrograde. 

On a aussl verifie, en utilisant les tests decrits dans Journal of Neurochemistry <1977) vol. 28 p.529- 

65 542, que les conjugu&s Itemed icament obtenus selon I'invention 6 partlr du -compose polypeptldlque 
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thlol6 se fixalent de facon specif Ique sur les gangltosldes et les membranes syrtaptiques ; ces resultats 
prouvent que ces substances peuvent done etre transportees de fa$on retrograde axonale. 

Tableau t 

5 

Displacements semi-maxlmaux par mg de prolines de membrane caicules. a partir des courbes des 

figures 1A et 16 



D6placement 


: D6 placement semi-maximal: 
aM/mg 


;•»• .-i.„- 

•fragment II C non marqu£ 


: 8,0 : 


.toxine t6tanique non 
'marquee 


1 9 '° i 


• 125 

• A * I- toxine tetanique- 

: fragment II non 
: marque* 


9,0 : 


•125 

I -toxine t6tanique- * 

"fragment B-II b non 
: marque* 


1 5,5 : 


:125 I-II C thiol6 - 
•fragment II C son marque* 4 


9 t S 



Revertdlcations 

40 

1. A tltre de produft nouveau, le compose potypeptidique thiol* constitu* par le fragment lie de la 
toxine t*tanique, sur lequel est fix*, dlrectement ou Indlrectement, au moins un groupe -^SH. 

Z Compos* potypeptidique thiol* seion la revendlcation 1,«aract*rise en ce qu'll est obtenu par 
thiolation et en ce qu'il comporte un ou plusteure groupes Z-^SH, Z etant le resldu de I'agent de 
45 thiolation. 

3. Compos* selon I'une des revindications 1 ou 2, caract6rts* en ce que — ZSH est choisl parml les 
groupes cl-epres ; 

^ nh 2 + <:i" 

-c-(ch 2 ) 3 -sh; ^oh:h-ch 2 -ch 2 sh> 

NH-CO-CH- 



55 HS-CH-CO-; "^• (CH 2 , 3 SH 

CH 2 -COOH NH 



4. Proced* d'obtention d'un produit selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caract*rts* en 
ce que la thiolation du fragment lie est realises a tempdrature comprise entre O °C et la temperature 
ambtente et * un pH comprls entre 6,7 et 9. en presence d'un solvent organlque pour-perrnettre de 
conserver les proprletes du fragment lie de transport retrograde exonal et de fixation sur les recepteurs 
65 specifiques de la toxine t*tanlque dans le syst*me nerveux central. 
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.. 5. Precede selon la revendlcatlon 4, caracterise en ce que 1'agent de thlolation est cholsl parml : 
te 4-m6thytaercaptobutyr!rnidate v 
le 2-iminothlotane, 

ta N-acetylhomocysteine thioiactone, 
5 I'anhydride S-acetyl-mercaptosuccinlmique. 

6. Application du compose polypeptidique thloie selon i'une quelconque des revendications 14 3 6. 
titre d'agent de transport neuropharmacologiqu© specif Ique pour vdhiculer un medicament dans le 
systeme nerveux central 

7. Application du compose polypeptidique thloie salon Tune quelconque des revendications 1 k 3 £ 
10 trtre de marqueur sp6crfique des cellules neuronales. 

6. Precede de couptage d'une substance avec le compost polypeptidique thiols selon f une 
quelconque des revendlcatfons 1 h 3, caracterise en ce qu'll consiste : 

1) & introdulre sur la substance b fixer des groupes drthlopyridyte ; 

2) 6 fair© rfiagir la substance porteur de groupes dlthiopyiidyle avec le compose polypeptidique 
1S thio!6 selon I'une quelconque des revendlcatlons 16 3. 

9. Precede selon la revendlcatlon 8, caracterise en ce que, dans I'&ape (1) on utilise un agent de 
dithiopyridytatfon, te! que le N-succinfmldyl-3^2-pyrfdyWfthlo) propionate ou la drthlopyridine. 

10. Proc$d6 de coupiage d'une substance avec le compose polypeptidique thloie selon rune 
quelconque des revendlcatlons 1 & 3, caracterise en ce qu'll consiste £ : 

20 1) faire riagir la substance k fixer avec Tester de m§ta-mal6imldoben2oyl-N-hydroxy-succinirnide ; 

2) £ falre r^agir le compost resultant avec le compost polypeptidique thiols selon rune 
quelconque des revendlcatlons 1 & 3. 

11. Precede selon I'une quelconque des revendlcatlons 8 £ 10, caracterise en ce que la substance est 
choisie parmi ies medicaments et tes marqueurs. 

25 12. Conjugue fragment llc/medicamerrt comportant au molns un pent dlsurfure. 

13. Conjugue fragment l£/medlcament comportant au molns una liaison irreversible — S — . 

14. Conjugue fragment ll</m6dicament obtenu par le precede selon rune quelconque -des revendlca- 
tlons 8 ft 10. 

15. Conjugue fragment ilp/medlcament selon I'une quelconque des revendlcatlons 12 a 14, 
30 caracterise en ce que le medicament est une substance porta nt des groupes — NH^ — . 

16. Conjugue fragment lie/medicament eelon i'une quelconque des revendlcatlons 116 14, 
caracterise en ce que te medicament est le fragment A de la toxinexhoierique, le fragment A de la toxine 
diphterique, un dipyrido-indole. 

17. Conjugue fragment lymarqueur comportant au molns un porrt disulfure. 

35 18. Conjugue fragment lymarqueur comportant au molns une liaison Irreversible — S— 

19. Conjugue selon Tune des revendlcatlons 17 ou 18, caracterise en ce que le marqueur est une 
substance marquee radloactrvemem, par exemple un antlcorps. 

20. Application du conjugue selon I'une quelconque des revendlcatlons 17 £ 19 comme react If de 
diagnostic. 

40 21. Application selon la revendlcatlon 20. caracteris6e en ce que ladHe substance marquee 
radloactlvement est un antlcorps. 

Claims 

45 

1. As new product a thlplated polypeptide compound consisting of the ll c fragment of tetanus toxin 
to whlcti is bound, directly or indirectly, at least one — SH group. 

Z A thiolated polypeptide compound according to claim 1, characterized In that it results from a 
thiolatlng reaction and comprises one or more — ZSH groups bound, wherein Z is the residue from the 
60 thiolatlng agent 

3. A compound according to claims 1 or 2, characterized in that — 2SH is selected from : 

NH 2 + C1~ 

55 -C-(CH 2 ) 3 -SHj -co-CH-CH 2 -CH 2 -SH; 

NH-CO-CH 3 

SO HS-CH-CO-; -C-<CH 2 ) 3 -SH 

ch 2 -cooh m 

4. A process for producing a compound according to any claim 1 to 3, -characterized in that the 
65 thiolatlng reaction of lie fragment is performed at a temperature in the range of D«c to ambient 
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temperature, at pH from 6,7 to 9 ( in presence of an organic solvent 80 that the lie fragment properties, 
consisting of retrograde axonal transport activity and binding to centraJ nervous system specific 
receptors of tetatus toxin, are stHI present 

5. A process according to claim 4, characterized in that the thiolatlng agent Is selected from : 

4- methyimercaptobutyrimldate 
2-iminotheiane 

N-acetylhomocystelne thlolactone 

5- acetylmercaptosuccinlmlc acid anhydride. 

6. Use of thiolated polypeptide compound according to any claim 1 to 3, as specific neurophar- 
macologies! vehicle for transporting a medicine to the central nervous system. 

7. Use of thiolated polypeptide compound according to any claim 1 to 3 as specific labelier of 
neurone cells. 

8. A process for coupling a substance to the thiolated polypeptide compound according to any claim 
1 to 3 characterized in that It comprises the stages : 

1) of fixing dltrtlopyrtdyl groups on the substance to be coupled, 

2) of reacting the dfthiopyrldykeacted substance with the thiolated polypeptide compound 
according to any claim 1 to 3. 

9. A process according to claim 6, characterized in that in stage 1 the agent for fixing dithlopyridyl 
groups is selected from N-succinimtdyl-3-(2-pyridyldIthio)proplonate or drthiopyridlne. 

10. A process for coupling a substance to the thiolated polypeptide compound according to any 
claim 1 to 3, characterized In that It comprises the stages : 

1) of reacting the substance to be coupled with meta-mateimldobenzoyl*N-hydroxysuceinimide 

ester; 

2) of reacting the resulting compound with the thiolated polypeptide compound according to any 
claim 1 to 3. 

11. A Process according to any claim 8 to 10, characterized in that the substance is selected from 
medicines or label lers. 

12. A lie fragment/medicine conjugate comprising at east one disulphide coupling group. 

13. A ll c fragment/medicine conjugate comprising at least one stable — S-bond. 

14. A lie fragmentAnedeirte conjugate resulting from the process according to any claim 8 to 10. 

15. A lie fragment/medicine conjugate according to any claim 12 to 14, characterized in that said 
medicine is a compound having — NH 2 groups. 

16. A lie fragment/medicine conjugate according to any claim 11 to 14, characterized in that said 
medicine is selected from A fragment of cholera toxin, A fragment of dlphteria toxin or a dipyridoindote- 

17. A lie fragment/labeiter conjugate having at least one disulphide coupling group. 

18. A lie fragment/labeiter conjugate having at least one stable — S-bond. 

19. A conjugate according to claim 17 or 18, characterized in that the labelier Is a radioactive labelier, 
such as an antibody. 

20. Use of conjugate according to any claim 17 to 19, as diagnosis reagent 

21. Use according to claim 20, characterized in that said radioactive labelier is an antibody. 



Pate nta nsprOche 

1. Neues Produkt In Form einer Polypeptidverbindung- mir ThloK3ruppe(n), bestehend aus dem 
Fragment ll c dee Tetanus-Toxins, an das unmftteibar Oder mittelbar mlndestens eine *SH-Gruppe 
gebunden 1st 

2. Polypeptidverbindung mtt Thiol-Gruppe(n) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie 
durch eine Reaktlon zur Einftihrung von Thfofgruppen erhalten wurde und eine Oder mehrereOruppen 
der Formel — Z— SH enthfilt wobel Z fOr den Rest des Reagens zur tinfOhrung der Thtoigruppen steht 

3. Verblndung nach elnem der AnsprOche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die *Gruppe 
— Z — SH ausgewahlt 1st aus den nachfolgenden Resten : 



-C-<CH 2 ) 3 -SH; -CO-CH-CH 2 -CH 2 SH; 

NH-CO-CH 3 

HS-CH-CO-; -C-(CH^) 3 «H 

ch 2 k:ooh nh 

4. Verfahren zur Herstellung eines Produktes nach elnem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch 
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gekennzeichnet daB man die Elnfuhrung der Thiolgruppen in das Fragment IU bei elner Temperatur Im 
Berelch von 0°C bis Raumtemperetur und einem pH-Wert Im Bereich von 6.7 bis 9 durchfOhrt in 
Gegenwart eines organischen Lfisungsmittels, urn die Erhaltung der €igenschaften des Fragments H c 
eines axonaien retrograden Transports und elner Flxierung an den fOr das Tetanus-Toxin spezifisehen 
5 Rezeptoren im zentralen Nervensystem zu ermdgllchen. 

6. Vertahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Reagens zur €infuhrung der 
Thiolgruppe ausgewfihtt wird aus den Verbindungen 

4- Methylmercaptobutyrlmidat, 
2-lmlnothiolan, 

10 N»AcetylhomocysteIrvthiolacton und 

5- Acetylmercaptobemstelnsfiureanhydrid. 

6. Verwendung der Polypeptidverbindungen mit ThioM3ruppe(n). nach efnem der Anspruche 1 bis 3 
als speziftsches neuropharmakologisches Transport-Agens zur Sefdrderung eines ArzneimitteEs in das 
zemraie Nervensystem. 

15 7. Verwendung der Polypeptidverbindungen mit ThioK5ruppe(n) nach einem der Anspruche 1 bis 3 
als speziftecher Marker fOr neuronale Zelien. 

8. Verfahren zur Kuppfung einer Substanz an Polypeptidverbindungen mtt ThloM3ruppe(n) nach 
einem der Anspruche 1 bis 3, gekennzeichnet durch die Verfahrensschrttte : 

1) EinfQhrung von DtthiopyrldyW3njppen in die zu fixierende Substanz, 
20 2) Reaktion der Ofthiopyridyl-Qruppen tragenden Substanz mit einer Polypeptidverbindung mit 

ThioKaruppe(n) nach einem der Anspruche 1 bis 3. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man im Verfahrensschritt <1) ein 
Reagens zur Einfuhrung von DrthiopyridyWSruppen, wte N-Succinlmldyl-^S-pyridyldJthio-) propionat 
Oder Drthiopyridin, verwendet 

25 10. Verfahren zur Kuppiung elner Substanz mit einer Polypeptidverbindung mit Thtol-Gruppe(n} 
nach einem der AnsprQche 1 bis 3. gekennzeichnet durch die Verfahrensschrttte : 

1) Reaktion der zu bindenden Substanz mit dem N-Hydroxybernstslnsaureester der m-Matefnimt* 
dobenzoes&ure, 

2) Reaktion der resuitierenden Verbindung mit der Pofypeptidverbindung mit Thiol-Qruppe{n) 
30 nach einem der AnsprQche 1 bis 3. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 10, dadurch gekennzeichnet daB die Substanz aire 
der Gruppe der Arzneimittei und Marker ausgewahlt ist 

12. Konjugat aus dem Fragment .i1 c und einem Arzneimittei, enthattend wenigstens elne Disulfid- 
Brucka 

35 13. Konjugat aus dem Fragment lie und einem Arzneimittei, enthattend wenigstens eine Irreversible 
— S-Bindung, 

14. Konjugat aus dem Fragment % und einem Arzneimittei, erhaiten nach dem Verfahren gemaB 
einem der AnsprQche 8 bis 10. 

15. Konjugat aus dem Fragment lie und einem Arzneimittei nach einem der AnsprQche 12 bis 14, 
40 dadurch gekennzeichnet daB das Arzneimittei eine Substanz 1st die — NK^-Gruppen tragi 

16. Konjugat aus dem Fragment ll c und einem Arzneimittei nach einem der Anspruche 11 -bis 14, 
dadurch gekennzeichnet daB das Arzneimittei das A-Fragmerrt des Cholera-Toxins, das A-Fragment des 
Oiphterie-Toxins oder ein Oipyridolndol ist 

17. Konjugat aus dem Fragment lf c und einem Marker, enthattend wenigstens eine Olsurfid~SrGck& 
45 18. Konjugat aus dem Fragment II* und einem Marker, enthattend wenigstens elne irreversible— 5- 

Blndung. 

19. Konjugat nach einem der AnsprQche 17 oder 18, dadurch gekennzeichnet <JaB der Marker eine 
radioaktiv markierte Substanz, beisptelswelse ein Antikdrper ist 

20. Verwendung der Konjugate nach einem der AnsprQche 17 bis 19 als Reagens fOr die Diagnostic 
SO 21. Verwendung entsprechend Anspruch a>, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte radioaktiv 

markierte Substanz ein Antikdrper ist 
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